


























Effect of Glycation of Collagen Gel on Fibroblast Activities
Nobuko AKUTSU
 Wrinkle formation is mainly associated with the alteration of the structure and physical 
properties of the dermis. With a focus on collagen because it occupies 70% of the dermis, the 
effects of glycation of reconstituted collagen fibrils （collagen gel） on the biological activity of 
fibroblasts was examined in this study. The amounts of lysine and arginine residues in the 
collagen gels decreased after incubation with 0.56 M glucose for two weeks or more, sug-
gesting that glycation of the residues had occurred. Furthermore, an increased amount of in-
soluble materials appeared after pepsin treatment, and polypeptides migrating as bands 
showed lower mobilities on SDS-PAGE after CNBr treatment of collagen gel incubated with 
0.56 M glucose for 3 weeks. These effects imply the formation of covalent cross-links. Cell 
attachment, spreading, and proliferation on the glycated collagen gel were essentially unaf-
fected, but cell migration from the surface into the collagen gel and the contraction of colla-
gen gel were markedly inhibited. The decrease in cell-collagen binding sites （arginine-gly-
cine-aspartic acid, RGD） and the formation of cross-links by glycation of collagen gel lead to 






































　6 ml のペプシン処理Ⅰ型コラーゲン溶液 （新田
ゼラチン株式会社， 大阪， 濃度：3 mg/ml），9 ml
の 1 倍 濃 度 の PBS（-）＊1，3 ml の 3 倍 濃 度 の
PBS（-）を氷上で混合して，コラーゲン濃度 1 
mg/ml の溶液を作製した。6 ウェルセルカル
チャープレート（Becton Dickinson Microbiology 












37℃，CO2 インキュベーター中にて 1，3 及び 7
日間インキュベーションした。14 及び 21 日間イ
ンキュベーションする場合には，7 日後に 0，
















　コラーゲンゲルを遠心し（1x104 rpm にて 10
分 間 ）， 遠 心 沈 殿 に 4 ml の 6 M HCl を 加 え，
105℃にて 24 時間加水分解した。加水分解反応液
を遠心エバポレーター（東京理化器械株式会社，




　コラーゲンゲルを遠心し（1x104 rpm にて 10
分間），遠心沈殿に 1 ml の 0.5 M 酢酸あるいはペ
プシン溶液［10 mg/L （0.5 M 酢酸）］を加え，室
温にて 2，6 及び 22 時間振とうした。遠心後
（1x104 rpm にて 10 分間），沈殿を凍結乾燥した。
「アミノ酸分析」にて記載した方法にて加水分解
後，ハイドロキシプロリン量を求め，コラーゲン
量に換算した。総コラーゲン量 2 mg に対する割
合を求めた。
CNBr 分解と SDS-PAGE
　2 mg のコラーゲンゲルを遠心し（1x104 rpm





200 μl の可溶化溶液＊3 に懸濁溶解した。このうち






　線維芽細胞は，explant 法により 0 歳ヒト包皮
から単離したものを使用した 1）。採取したヒト包
皮に付着している脂肪を除去後，細かく切断し
（2 mm x 2 mm 程度），5～6 個の皮膚片の真皮側
を下に表皮側を上にして直径 60 mm のシャーレ
（Becton Dickinson Microbiology Sistems，NJ，
USA）に付着後，2～3 分間室温にて放置した。
その後，皮膚片がシャーレから剥離しないように
5 ml の 10%FBS/DMEM 培地を加え，培養した。






細胞を 1 ml のトリプシン -EDTA 溶液＊5 にて剥
離し，9 ml の 10%FBS/DMEM 培地を加えて遠
心した（1x103 rpm にて 5 分間）。上清を除去後，








際には，10%FBS/DMEM に懸濁した 1x105 細胞
数の細胞をコラーゲンゲル上へ植えつけた。
細胞接着活性の検討
　細胞植えつけから 5，10 及び 30 分後の培地を
除去後，2 ml の PBS（-）にて 3 回洗浄した。ト
リプシン-EDTA 溶液 2 ml を加えて細胞剥離後，
剥離した細胞を遠心し （1x103 rpm にて 5 分間），
上清を除去後， トリプシン-EDTA 溶液にて 2 回
洗浄し，最終体積を 0.25 ml に合わせた。この後，
Labarca and Paigen の方法により細胞の DNA 量
を測定した 5）。調製した細胞懸濁トリプシン-EDTA
溶液 0.25 ml に 0.02 M PBS 溶液＊6 0.25 ml を加
え， 超音波粉砕機 （株式会社セントラル科学貿
易， 東京） にて 10 秒間粉砕後， Hoechst33258 溶
液＊7 を 0.5 ml 加えた。標準サンプルは，DNA 溶
液＊8 を 0.02 M PBS にて希釈して作製し（濃度：
0，0.1，0.5，1.0，2.0，5.0 及 び 10.0 μg/ml， 体
積：0.25 ml）， ト リ プ シン-EDTA 溶 液 0.25 ml















ゲンゲルごと 5 ml チューブへ移し，1 ml の細胞
分散用コラゲナーゼ溶液＊9 を加え，37℃にて 30
分間インキュベーションし，コラーゲン蛋白質を
分解した。その後，遠心し（1x103 rpm にて 10 
分間），上清を除去後，トリプシン-EDTA 溶液
にて 2 回洗浄した。この後，Labarca and Paigen
の方法により細胞の DNA 量を測定した 5）。さら







箇所の 5 mm2 の面積範囲において，コラーゲン










































































































































コラーゲンゲルを 0M（〇），0.056M（□）及び 0.56M（△）のグルコース溶液にて 1日（A）あるいは 21 日間（B）イン
























　　　　インキュベーション0 時間のコラーゲンゲルに対する有意差　N=5，means ± SD，**p<0.01，多重比較による検定
図 5　 コラーゲンゲルとグルコースのインキュベーションが線維芽細胞による 
コラーゲンゲル収縮へ及ぼす影響



















  1 L 作製用の CaCl2 非含有 PBS 粉末
  3.7 g/L NaHCO3
  50 units/L ペニシリン
  50 μg/L ストレプトマイシン
  pH 7.4 に調製した。
＊2 DMEM
  10 g/L DMEM（日水製薬株式会社，東京）
  3.7 g/L NaHCO3
  50 units/L ペニシリン
  50 μg/L ストレプトマイシン
  pH 7.4 に調製した。
＊3 可溶化溶液
  40 g/L SDS
  15 g/L Tris
＊4 5 倍濃度のサンプル溶液
  0.2 M Tris（pH 6.8）
  16％ グリセロール
  4％ SDS
  8％ 2-メルカプトエタノール
  20 mg/L BPB
＊5 トリプシン-EDTA 溶液
   5.41 g の KH2PO4，57.25 g の Na2HPO4・12H2O，
80.06 g の NaCl をミリ Q 水に溶解し，pH 7.4 に
調製後，1 L にメスアップした（0.2 M PBS 溶液）。
0.2 g の EDTA をミリ Q 水に溶解後，0.5g のトリ
プシン（Becton Dickinson Microbiology Sistems，
NJ，USA），100 ml の 0.2 M PBS を加え，1 L に
メスアップした。
＊6 0.02 M PBS
  0.54 g/L KH2PO4
  5.73 g/L Na2HPO4・12H2O
  8.01 g/L NaCl
  pH 7.4 に調製した。
＊7 Hoechst33258 溶液
   20 mg の Hoechst33258（商品名 Bisbenzimide 
H33258 Fluorochrome，Calbiochem-Novabio-
chem Corporation，CA，USA）を 100 ml のミリ
Q 水に溶解し，この溶液を 0.02 M PBS にて 100
倍希釈した。
＊8 DNA 溶液
   10 mg の牛胸腺 DNA（SIGMA，MI，USA）に
25 ml のミリ Q 水を加え，4℃にて一晩撹拌後，
濾紙にて濾過して不溶物を除去した。濾液の一部
をとり，260 nm での吸光度を測定後，濃度 1 μg/





   2 g/L コラゲナーゼ（富士フィルム和光純薬工業
株式会社，大阪）
  1 L 作製用の CaCl2 含有 PBS 粉末
  1 L にメスアップした。
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